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Abstract
誗 AIM: To study p42/ p44 mitogen - activated protein
kinases (MAPK) signal transduction pathway effect on
vascular endothelial growth factor ( VEGF) expression
induced by elevated glucose concentration in cultured
human retinal pigment epithelium (hRPE).
誗METHODS:hRPE cells were cultured and divided into
four groups: normal glucose group (NG) (5.6mmol/ L),
high glucose group (HG1:15mmol/ L D - glucose,HG2:
20mmol/ L D - glucose, HG3: 30mmol/ L D - glucose),
PD98059 group: hRPE cells were treated by an efficient
and selective inhibitor PD98059 (20滋mol/ L) of p42/ p44MAPK
signal transduction pathway and solvent dimethyl
sulfoxide group (DMSO group). The expression of VEGF
and pigment epithelium derived factor ( PEDF) mRNA
was detected by RT - PCR. VEGF protein expression in
cultured hRPE supernatants was detected by enzyme -
linked immumosorbent assay (ELISA).
誗 RUSULTS: VEGF mRNA and protein expression
induced by elevated glucose concentration increased
significantly. VEGF mRNA and protein expression were
restrained in PD98059 group. Ratio of (VEGF/ 茁-actine) /
( PEDF/ 茁 - actine ) in PD98059 group decreased
significantly compare with that in high glucose group.
誗 CONCLUSION: p42/ p44MAPK signal transduction
pathway might play a part in VEGF expression induced
by elevated glucose concentration in cultured hRPE cells.
誗 KEYWORDS: retinal pigment epithelial cells; high
glucose; vascular endothelial growth factors; pigment
epithelium derived factor; mitogen - activated
protein kinases
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摘要
目的:探讨 p42/ p44 丝裂原 活化蛋白激 酶 ( mitogen -
activated protein kinases,MAPK)信号转导通路在高糖诱
导的人视网膜色素上皮(human retinal pigment epithelium,
hRPE)细胞血管内皮生长因子(vascular endothelial growth
factor,VEGF)表达中的作用。
方法:采用hRPE 细胞株,将细胞分为正常对照组(5.6mmol/ L
葡萄 糖)、 高 糖 对 照 组 (15, 20, 30mmol/ L 葡 萄 糖)、
PD98059 处理组(20滋mol/ L p42/ p44MAPK 高效选择性
抑制剂 PD98059 处理 hRPE 细胞)和溶剂二甲基亚砜对
照组(dimethyl sulfoxide,DMSO 组)。 应用逆转录 PCR
(RT-PCR)技术检测 VEGF 及色素上皮细胞衍生因子
(pigment epithelium derived factor, PEDF)mRNA 的表达。
应用酶联免疫吸附测定 (enzyme-linked immunosorbent
assay,ELISA)技术检测细胞上清液中 VEGF 蛋白的表达
结果:高糖作用下 VEGF mRNA 和蛋白表达显著增高,
PD98059 处理组 VEGF mRNA 和蛋白表达受到抑制,且
VEGF mRNA/ PEDF mRNA 比值较高糖组显著降低。
结论:p42/ p44MAPK 信号转导通路可能参与了高糖引起
的 hRPE 细胞 VEGF 的表达。
关键词:视网膜色素上皮细胞;高浓度葡萄糖;血管内皮
生长因子;色素上皮源性衍生因子;丝裂原活化蛋白激酶
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摇 摇 糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)晚期,
视网膜新生血管形成,通常会造成严重的视力损伤,最终
导致 失 明。 血 管 内 皮 生 长 因 子 ( vascular endothelial
growth factor,VEGF)受多种因素的调节使它成为重要的
促新生血管生成因子,参与糖尿病视网膜病变新生血管
的形成
[1,2]。 丝裂原活化蛋白激酶(mitogen - activated
protein kinases,MAPK)途径是普遍存在于各种细胞中的
信号转导途径,在许多细胞的增生和程序化死亡等的调
节中具有重要意义。 MAPK 作为高糖所致不同信号通路
的交汇点,其活性的变化直接参与 DR 的发生发展
[3]。
前期研究显示,高糖可上调人视网膜色素上皮(human
retinal pigment epithelial,hRPE)细胞 VEGF 的表达,但其
信号转导机制尚不完全清楚
[4]。 细胞外信号调节激酶
(extra-cellular signal-regulated kinases,ERKs)是最重要
的激酶途径,即 p42/ p44MAPK(ERK1/2),在受到如细胞
因子、生长因子、激素、丝裂原受体、缺氧和高糖等刺激
时,参 与 细 胞 的 增 生 和 分 化。 本 研 究 拟 讨 论 p42/
p44MAPK 信号转导通路在高糖诱导 hRPE 细胞 VEGF 表
达中的作用。
1 材料和方法
1.1 材料摇 hRPE 细胞株为购自中山大学动物实验中心
人视网膜色素上皮细胞 D407。 含 5. 6mmol/ L 葡萄糖
DMEM 培养基购自 Invitrogen 公司。 胎牛血清为杭州四
季青产品。 Trizol 试剂,甘露醇,D - 葡萄糖购自上海
Sigma 公司。 逆转录试剂盒为 Ferments#1621、Taq 酶购自
Takara 公司。 PD98059 由福建医科大学生化教研室何艳
博士赠送。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养及分组摇 按常规方法培养细胞,细胞接
种于 6 孔板,密度为 4伊10
5个/ 孔,培养液为含 10% 胎牛
血清及含 5. 6mmol/ L 葡萄糖的 DMEM 培养基。 待细胞
生长至 70% ~ 80% 汇合时,更换为无血清 5. 6mmol/ L
DMEM 培 养 基 同 步 化 24h。 PD98059 处 理 组 为 提 前
30min 加入进行预处理(因 PD98059 需一定时间进入细
胞内发挥阻断作用),再分成正常糖、高糖组,并设立
DMSO 组作为溶剂对照组,因 PD98059 需用 DMSO 溶解,
所以加设该组,以排除 DMSO 的影响。 分组如下:(1)对
照组:分正常对照组(NG:10% 胎牛血清+5. 6mmol/ L 葡
萄糖)和高糖对照组(HG1:10% 胎牛血清+15mmol/ L 葡
萄糖;HG2:10% 胎牛血清+20mmol/ L 葡萄糖;HG3,10%
胎牛血清 + 30mmol/ L 葡 萄 糖);(2) PD98059 处 理 组:
20滋mol/ L PD98059 +NG(NG +P)、20滋mol/ L PD98059 +
HG1(HG1 + P)、20滋mol/ L PD98059 + HG2 ( HG2 + P)、
20滋mol/ L PD98059 + HG3 ( HG3 + P)。 (3) DMSO 组:
20滋mol/ L PD98059+ HG1(HG1+D)。
1.2.2 半定量 RT-PCR 检测摇 每组再培养 24h 后,收获
细胞,按 Trizol 说明书提取细胞总 RNA 的方法提取所收
获细胞的总 RNA,紫外分光光度计测定 RNA 浓度,按
Revert Aid First Strand Cdna Synthesis Kit 的说明合成第一
链 cDNA,逆转录反应体系为 20滋L,其中总 RNA 量为
2滋g,70益 5min 变性,37益 温育 5min,42益 反转录 1h,
70益温育 10min,-20益保存备用。 引物设计合成,VEGF:
5蒺-TAGACACACCCACCCACATA-3蒺(正义),5蒺-AACATT
AGCACTGTTAATT-3蒺(反义), 扩增片段长度为 125bp,
PCR 反应条件为:94益预变性5min,94益变性45s,53. 5益
退火 45s,72益 延伸 1min,40 个循环,72益 再延伸 7 min。
色素上皮源性生长因子(pigment epithelium derived factor,
PEDF):5蒺AAATCCAGCTTTGTGGCACCTC3蒺(正义),5蒺AC
GGTCTTCAGTTCTCGGTCTA3蒺(反义),扩增片段长度为
473bp,PCR 反应条件为:94益预变性5min,94益变性30s,
55益退火 45s,72益 延伸 1min,35 个循环,72益 再延伸
7min。 同 时 设 计 内 参 照 茁 - actine: 5蒺CGAGAAGATG
ACCCAGATCA3蒺 (正义), 5蒺GATCTTCATGAGGTAGTCAG
3蒺 (反义)扩增片段长度为224bp(PCR 反应条件同 VEGF
及 PEDF PCR 反应条件)。 PCR 反应体系(20滋L)均为:
cDNA 模板 0. 5滋L+10pmol/ 滋L 上下游引物各 0. 5滋L+
10mmol/ LdNTPs 0. 4+5 U/ L Taq 酶 0. 25+10伊buffer 2滋L
(含20mmol/ L MgCl2)+ddH2O 15. 85滋L。 扩增产物经2%
琼脂糖凝胶电泳。 用 HPIAS1000 型图像分析系统照相,
使用 Quantity One 6. 0 分析软件测量目的基因 VEGF、
PEDF 及内参 茁-actin 的积分吸光度(A)值,并分别计算
各条带 AVEGF / A茁 - actine及 APEDF / A茁 - actine的比值,即相对积分
吸光度值(relative integral absorbance,RIA),以此作为各
组 VEGF mRNA 及 PEDF mRNA 的相对表达量。
1.2.3 VEGF 蛋白的酶联免疫吸附测定摇 每组再培养
48h 后,收获上清液中的蛋白,采用双抗体夹心 ELISA
法,VEGF 试剂盒为美国 B-G 公司产品。 操作步骤按照
ELISA 试剂盒说明书进行,用酶标仪测量 OD450 值。 以
VEGF 标准品浓度为横坐标,OD 值为纵坐标,做直线相
关回归,据待测样本的 OD 值在标准曲线上查出该样本
的 VEGF 水平对应值。 主要仪器为美国 Bio-Rad450 型
酶标仪。
摇 摇 统计学分析:应用 SPSS 12. 0 统计软件,所有数据以
均数依标准差(軃 x依s)形式表示,多组间比较应用方差分
析,组间比较应用方差分析中的两两比较 LSD-t 检验。
PD98059 处理组和 DMSO 组与对照组间的比较应用配对
t 检验,以 P<0. 05 作为差异有统计学意义。
2 结果
2.1 高糖条件下 hRPE 细胞 VEGF 的表达随时间的变化
摇 15. 0mmol/ L 高糖培养 hRPE 细胞,0,12,24,36,48 和
60h 培养的 hRPE 细胞 VEGF mRNA 含量(AVEGF / A茁 - actine)
随时间延长而显著增加,各时间点 VEGF 含量均较 0h 明
显增加,差异有统计学意义(P<0. 01),36h 表达量达高
峰,并持续高表达一段时间,48,60hVEGF mRNA 含量与
36h 相比较,差异无统计学意义(P>0. 05),见表 1,图 1。
摇 摇 15. 0mmol/ L 高糖培养 hRPE 细胞,0,12,24,36,48,
60,72h 培 养 的 hRPE 细 胞 上 清 中 VEGF 蛋 白 含 量
(A450nm)随时间延长而显著增加,各时间点 VEGF 含量均
较 0h 明显增加,差异有统计学意义(P<0. 01),48h 表达
量达高峰,并持续高表达一段时间,60,72h VEGF mRNA
含量与 48h 相比较,差异无统计学意义(P>0. 05),结果
与其 mRNA 表达一致,见表 1。 摇
2.2 PD98059 对高糖培养条件下 hRPE 细胞 VEGF 含
量的影响摇 与 NG 组比较,HG1、HG2 及 HG3 组 VEGF
mRNA 及蛋白的表达均增高,差异有统计学意义(P<
0郾 05 );与对照组比较,PD98059 处理组 VEGF mRNA 及
蛋白的表达均降低,差异有统计学意义(P<0. 05);DMSO
处理组 VEGF mRNA 及蛋白的表达与对照组相比,差异
无统计学意义(P>0. 05)。 VEGF 蛋白和 mRNA 的表达
一致。 见表 2,图 2。
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时间(h) AVE GF / A茁 - actine P VEGFprotine(ng/ L) P
0 0. 33依0. 0764 412. 55依16. 1194
12 0. 57依0. 0839
b 0. 003 445. 95依11. 0126
b 0. 003
24 0. 77依0. 0208
b 1. 92伊10
-5 489. 00依10. 7984
b 8. 48伊10
-7
36 1. 91依0. 0902
b 1. 43伊10
-11 510. 05依4. 1245
b 4. 37伊10
-8
48 1. 76依0. 0777
b,c 4. 39伊10
-11 529. 37依10. 3920
b 4. 35伊10
-9
60 1. 82依0. 1015
b,c 2. 78伊10
-11 532. 54依11. 5945
b,e 3. 07伊10
-9
72 537. 17依11. 2487
b,e 1. 88伊10
-9
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
bP<0. 01 vs 0h;
cP>0. 05 vs 36h;
eP>0. 05 vs 48h。
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 对照组和 PD98059 处理组 hRPE 细胞 VEGF mRNA 及蛋白的表达 (軃 x依s,n=3)
组别 AVEGF / A茁 - actine P VEGFprotine(ng/ L) P
NG 组 0. 69依0. 0351 455. 55依10. 2687
NG+P 组 0. 50依0. 0451
0. 001
404. 26依14. 3514
0. 020
HG1 组 0. 77依0. 0208
a 529. 39依10. 392
a
HG1+P 组 0. 40依0. 0433
0. 021
364. 32依15. 62524
0. 005
HG2 组 0. 84依0. 0153
a 549. 17依14. 2980
a
HG2+P 组 0. 67依0. 0458
0. 035
438. 84依12. 9264
0. 000
HG3 组 1. 06依0. 0902
a 583. 95依7. 3856
a
HG3+P 组 0. 71依0. 0503
0. 016
475. 42依12. 4809 0. 011
HG1 组 0. 77依0. 0208 529. 37依10. 392
HG1+D 组 0. 73依0. 1060
c 0. 513
532. 00依16. 9417
c 0. 881
摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇
aP<0. 05 vs NG 组,
cP>0. 05 vs HG1 组。
图 1摇 高糖培养条件下 RPE 细胞 VEGF mRNA 的表达随时间
的变化。
图 2摇 对照组和 PD98059 处理组 RPE 细胞 VEGF mRNA 的
表达。
2.3 PD98059 对 高 糖 培 养 条 件 下 hRPE 细 胞 VEGF
mRNA/ PEDF mRNA 比值的影响摇 与 NG 组比较,HG1
组 VEGF mRNA/ PEDF mRNA 的比值明显增高,差异有统
计学意义(P=1. 86伊10
-4);与 HG1 组比较,PD98059 处理
组 VEGF mRNA/ PEDF mRNA 的比值明显减少,差异有统
计学意义(P=3.26伊10
-5),见表 3,图 3。
3 讨论
摇 摇 糖尿病视网膜病变(diabetic retinopathy,DR)是糖尿
病微血管病变的重要并发症之一。 在糖尿病状态下,近年
来发现在高糖、血管活性物质和细胞因子作用下,丝裂原
活化的蛋白激酶激活引起的细胞生长、增殖、分化、凋亡等
作为 DR 发生、发展的共同通路日益成为热点。 其中已有
图 3摇 对照组和 PD98059 处理组 RPE 细胞 VEGF mRNA/
PEDF mRNA 比值的对比。
表 3摇 对照组和 PD98059 处理组 hRPE 细胞 VEGF mRNA/
PEDF mRNA 比值的比较 (軃 x依s,n=3)
组别 (AVEGF / A茁 - actine) / (APEDF / A茁 - actine)
NG 组 0. 26依0. 0033
b
HG1 组 0. 40依0. 0289
HG1+P 组 0. 21依0. 0219
b
bP<0. 01 vs HG1 组。
报道,在糖尿病状态下,高糖
[3, 5,6]、低氧
[7]、胰岛素样生长
因子-1
[8]、转化生长因子 茁
[9]等多种因素可激活 MAPK 通
路,进而调节 VEGF 的表达,促进 DR 的发生、发展。 但
MAPK 通路在高糖促进 DR 发生、发展中的作用机制尚未
完全明确
[10],本文通过应用 MAPK 高效选择性抑制剂
PD98059 来研究高糖在 DR 发生、发展中可能参与的作用
机制。
摇 摇 DR 是糖尿病最严重的慢性并发症之一,其发生率与
糖尿病的病程
[11]、发病年龄
[12]、遗传因素和控制情况有
关,血糖控制好的比控制不好的发生 DR 要晚。 高糖通过
糖基化等多种途径参与糖尿病视网膜病变的发生发展。
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在本实验中我们发现 15mmol/ L 高糖培养 hRPE 细胞,随
时间的延长,VEGF mRNA 及蛋白含量增加,并持续高表
达一段时间,表明高糖可刺激 VEGF 表达,且具有时间依
赖性,进一步证实了高糖在 DR 发生中的作用,且可通过
促进 RPE 细胞 VEGF 的表达参与 DR 的发生,也验证了高
血糖是糖尿病糖毒性学说最重要的危险因素之一,通过控
制血糖可延缓 DR 的发展。
摇 摇 已有研究表明,在体外培养的牛视网膜血管内皮细胞
(bovine retinal endothelial cells, BREC),高糖可分别增加
p42/44MAPK 和 p38MAPK 的活性水平
[13];和原癌基因的
表达调控一样,p42/44MAPK 信号转导通路可通过胰岛素
样生长因子-1(insulin-like growth factor-1,IGF-1)、表皮
生长因子(epidermal growth factor,EGF)等各种生长因子
调控 VEGF 的表达,同时 p42/44MAPK 还可增强缺氧诱导
因子-1(hypoxia inducible factor-1,HIF-1)的作用,促进
VEGF 的表达。 p38MAPK 途径可使 VEGF 的 mRNA 稳定
性增加从而增强 VEGF 的作用
[14]。 视网膜微血管内皮细
胞、周细胞和视网膜色素上皮细胞均可产生 VEGF,其中
以 RPE 细胞表达 VEGF 的能力最为 显著
[15]。 Poulaki
等
[16]也发现在体外培养的人视网膜色素上皮细胞中,高
糖激活了 p42/44MAPK、PKC 及 p38MAPK。
摇 摇 MAPK 和磷脂酰肌醇 3-激酶(phosphatidylinositol 3-
kinase,PI3-K)是细胞内重要的信号转导通路,能接受细
胞外多种刺激信号,参与细胞多种功能的调控,在细胞增
殖、分裂及凋亡中起关键作用,且有交叉作用
[17]。 但高糖
经 MAPK 通路诱导的 VEGF 表达的增加,不能被 PI3-K 的
抑制剂抑制。 本研究发现高糖引起 hRPE 细胞 VEGF 表
达增强,具有浓度依赖性,经 p42/44MAPK 高效选择性抑
制剂 PD98059 处理后,VEGF 表达显著降低,因 PD98059
需用二甲基亚砜(DMSO)溶解,所以加设 DMSO 组作为溶
剂对照组,排除了 DMSO 的影响。 MAPK 高效选择性抑制
剂 PD98059 可抑制高糖诱导的 hRPE 细胞 VEGF 的表达,
表明 p42/44MAPK 的激活与 VEGF 的表达相关,提示 p42/
44MAPK 可能在高糖诱导的 hRPE 细胞 VEGF 表达中具有
一定作用。
摇 摇 同时本实验还检测了处理组 PEDFmRNA 的表达,实
验发现高糖浓度下 VEGF mRNA/ PEDF mRNA 的比值较正
常对 照 组 比 较 明 显 升 高, 而 PD98059 处 理 组 VEGF
mRNA/ PEDF mRNA 的比值较高糖对照组明显减低,促进
了已打破的血管生成和抑制因子之间平衡的恢复。 这一
结果对于理解和未来防治 DR 具有一定的价值,有可能通
过阻断 p42/44MAPK 通路,延缓糖尿病视网膜病变的发
生、发展。
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